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= (54) Title: POLYCONDENS ATION OF ORGANIC SILICON COMPOUNDS 

— (54) Bezeichnung: POLYKONDENSATION VON ORGANISCHEN SILICIUMVERBINDUNGEN 



(57) Abstract: The invention relates to a method for the polycondensation of organic silicon compounds at pH values between 6 
^ and 8 in the presence of a lipase, said lipase being optionally immobilised on a carrier consisting of polymer materials. Suitable 
^1 polycondensable organic silicon compounds are (R0)(R , 0)(R 2 O)(R 3 0)Si, (RO)(R 1 0)(R 2 0)(R 3 0)SiR 3 , (RO)(R 1 0)Si(R 2 )(R 3 ) and 
^ (R0)SiR 1 R 2 R 3 with R, R l , R 2 and R 3 independently representing Q- to C l0 -alkyl, C 3 - to C 10 -cycloalkyl, C 4 - to C^-alkylcycloalkyl, 
^1 aryl, C 6 - to Ci 6 -alkylaryl, the alky I groups being linear or branched. It is advantageous that the lipase can be obtained relatively 
^ easily by means of large-scale fermentation processes. Lipases from Pseudomona species are preferable. 
00 

^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen bei 
^ pH-Werten zwischen 6 und 8 in Gegenwart einer Lipase, die gegebenenfalls auf einem Trager aus Polymermateri alien immobilisiert 
£j ist. Geeignete polykondensierbare organische Siliciumverbindungen sind (RO)(R 1 0)(R 2 0)(R 3 0)Si, (RO)(R l O)(R 2 0)(R 3 0)SiR 3 , 
(R0)(R 1 0)Si(R 2 )(R 3 ) und (R0)SiR l R 2 R 3 mit R, R 1 , R 2 und R 3 , die unabhangig voneinander C,- bis Cio-AIkyl, C 3 - bis C l0 -Cyc- 
Q loalkyl, C 4 - bis C 20 -Alkylcycloalkyl, Aryl, C 6 - bis Q 6 -Alkylaryl sind, wobei die Alkylgruppen linear oder verzweigt sein kcinnen. 
Vorteilhaft ist, dass die Lipase relativ leicht uber Fermentationsprozesse in grossem Massstab gewonnen werden kann. Bevorzugt 
werden Lipasen aus Pseudomonas-Arten eingesetzt. 
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Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Polykondensation von organischen Siliciumver- 
bindungen in Gegenwart eines Enzyms. 

Silicone und Silikate besitzen grofltechnische Bedeutung. Silikate werden beispielsweise 
als Phasenmaterial in der Chromatographie eingesetzt. Es gibt zahlreiche Verfahren zu 
ihrer Herstellung. Verfahren, die zu amorphen Silikaten fuhren, gehen beispielsweise aus 
von Orthokieselsaure, welche unter Saure- oder Basenkatalyse in waBriger L6sung 
kondensiert wird (A. F. Holleman, E. Wiberg, Lehrbuch der Anorganischen Chemie, 
Walter de Gruyter Verlag, Berlin New York 1985, 91. - 100. Auflage, S. 757 - 764). 
Silicone lassen sich durch Kondensation von Silanolen, Silandiolen und Silantriolen 
darstellen (A. F. Holleman, E. Wiberg, Lehrbuch der Anorganischen Chemie, Walter de 
Gruyter Verlag, Berlin New York 1985, 91. - 100. Auflage, S. 786 - 788). In den letzten 
Jahren wurden neue Verfahren entwickelt, bei denen organische Siliciumverbindungen bei 
milden Bedingungen kondensiert werden konnen. Als Katalysatoren werden Enzyme 
eingesetzt. Die Reaktionen lassen sich bei pH-Werten zwischen 6 und 8 durchfiihren. Ein 
geeignetes Enzym wurde 1998 erstmalig aus einem marinen Schwamm isoliert, wie in J. 
N. Cha, K. Shimizu, Y. Zhou, S. C. Christiansen, B. F. Chmelka, G. D. Stucky, D. E. 
Morse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 361-365 beschrieben. Das Enzym ist aus drei 
Untereinheiten, den sog. Silicateinen, aufgebaut Die Gewinnung des Enzyms ist relativ 
aufwendig. Neben der Polykondensation in Pufferlosung wurden die organischen 
Siliciumverbindungen (EtO) 4 Si und (EtO)3SiPh auch direkt mit luflgetrocknetem Enzym 
umgesetzt. WO 00/35993 beschreibt dariiber hinaus den Einsatz von synthetischen 
Homopolymeren aus Cystein und Blockpolypeptiden aus Lysin und Cystein zur 
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Polykondensation von Siliciumalkoxiden, Metallaikoxiden und deren Derivaten zu 
Silikaten, Polysiloxanen und Polymetalloxanen. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, ein weiteres Verfahren zur Polykondensation 
5 von organischen Siliciumverbindungen zur Verfiigung zu stellen, welches bei pH-Werten 
zwischen 6 und 8 durchfiihrbar ist, sowie einen geeigneten Katalysator ftr diese Reaktion 
zu finden. 

Die Losung der Aufgabe geht aus von dem bekannten Verfahren zur Polykondensation von 
10 organischen Siliciumverbindungen in Losung bei pH-Werten zwischen 6 und 8 in Gegen- 
wart eines Enzyms. Das erfindungsgemafie Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB als 
Enzym eine Lipase eingesetzt wird. Dies ist uberraschend, weil Lipasen keinerlei 
strukturelle Ahnlichkeit zu bereits eingesetzten Enzymen wie Silicateinen aufweisen. 

15 Fur das erfindungsgemafie Verfahren sind im allgemeinen alle Lipasen geeignet, bevorzugt 
sind Lipasen, aus Pseudomonas-Arten, besonders bevorzugt sind die Lipase aus 
Burkholderia plantarii (EC 3.1.13; SWISS-PROT: Q05489; L. G. J. Frenken, M. R. 
Egmond, A. M. Batenburg, J. W. Bos, C. Visser, C. T. Verrips, AppL Environ. Microbiol. 
1992, 58, 3787 - 3791), die Lipase A aus Burkholderia cepacia (EC 3.1.13; SWISS- 

20 PROT: P22088; S. Joergensen, K. W. Skov, B. Diderichsen, J. Bacteriol. 1991, 173, 559 - 
567) und die Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa (EC 3.1.13; SWISS-PROT: P26876; 
S. Wohlfarth, C. Hoesche, C. Strunk, U. K. Winkler, J. Gen. Microbiol. 1992, 138, 1325 - 
1335), ganz besonders bevorzugt ist die Lipase aus Burkholderia plantarii geeignet 

25 Vorteilhaft ist, dali Lipasen Hber Fennentationsprozesse in grofiem MaBstab gewonnen 
werden kOnnen. Beispielsweise kann eine Lipase aus einem Bakterium dadurch gewonnen 
werden, daB das Bakterium, das die gewunschte Lipase sezerniert, in einem Nahrmedium 
enthaltend Hefe-Extrakt, Sojaol und tibliche Zusatzstoffe wie Mineralsalze und Spuren- 
elemente sowie gegebenenfalls Puffersubstanzen fermentiert wird. Nach Beendigung der 

30 Fermentation kann die Lipase von den Bakterienzellen und Zellbestandteilen z.B. durch 
Zentrifugation oder Filtration abgetrennt und durch Verfahren wie Ionenaustausch- 
chromatographie, Molekularsiebchromatographie, hydrophobe Chromatographie und 
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FaJlungsmethoden gereinigt werden. Eine Reinigung der Lipase kann entfallen, wenn die 
Lipase nach Abtrennung von den Bakterienzellen und Zellbestandteilen an Tragern wie 
Polyolefinpartikeln und Polyurethanschaumstoffen immobilisiert wird. Immobilisierung 
bedeutet, daB Enzyme aus wasserfreien oder waBrigen Losungen insbesondere an 

5 unpolaien Matrices mit groBer Oberflache dauerhaft unter Beibehaltung der katalytischen 
Aktivitat gebunden werden. Die Immobilisierung reduziert den Verlust an Lipase bei der 
Aufarbeitung und erlaubt die Durchfiihrung der Polykondensation von organischen 
Siliciumverbindungen auch in organiscnen Losungsmitteln, in denen freie Lipase nicht 
loslich ist. Zudem konnen die Polykondensationsprodukte auf dem Trager aufwachsen, so 

10 daB sich daraus neue Anwendungen in der Herstellung von Bauteilen in der 
Mikroelektronik ergeben konnen. 

Werden Polyurethanschaumstoffe als Trager eingesetzt, werden die Enzyme auf dem 
Trager immobilisiert, indem die Enzyme mit reaktiven Gruppen an der Oberflache des 
15 Polyurethanschaumstoffes reagieren. Die Enzyme werden kovalent an die Oberflache 
gebunden. Solche reaktiven Gruppen konnen NCO-Gruppen, Epoxidgruppen, C0 2 H- 
grappen und/oder phenolische OH-Gruppen sein, die gegebenenfalls erst nach der 
Polymerisation an der Oberflache des Polyurethanschaumstoffes angebracht wurden. 

20 Werden Polyolefinpartikel als Trager eingesetzt, beruht die Bindung zwischen Enzym und 
Trager u.a. auf hydrophoben Wechselwirkungen. Als Polyolefine kommen Homo- und 
Copolymere aus gegebenenfalls substituierten Olefinen wie Ethylen, Propylen, Butadien, 
Buten, Octen oder Styrol in Betracht; bevorzugt wird Polypropylen als Trager eingesetzt. 

25 Die Immobilisierung von Lipasen, die in durch Fermentation von Bakterien erhaltenen 
Losungen, sog. Fermenterlosungen, vorliegen, auf Polyolefinpartikel wird im allgemeinen 
folgendermaBen durchgefiihrt: Die Bakterienzellen und Zellbestandteile werden aus der 
Fermenterlosung abgetreimt, z.B. durch Zentrifugation. Die zuruckbleibende Losung wird 
mit Wasser verdunnt, und die Polyolefinpartikel werden in Kontakt mit dieser Lipase 

30 enthaltenden Losung gebracht. Das Inkontaktbringen erfolgt beispielsweise durch Zugabe 
der Polyolefinpartikel zur Lipase enthaltenden Losung. Bei Inkontaktbringen der Lipase 
enthaltenden Losung mit den Polyolefinpartikeln wird die Lipase an die Polyolefinpartikel 
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adsorbiert. Die Polyolefinpartikel weisen eine sehr hohe Selektivitat gegeniiber Lipasen 
auf. Es werden iiberwiegend nur die Lipase und gegebenenfalls ihre Bruchstucke an die 
Polyolefinpartikel adsorbiert Der Anteil an anderen Proteinen, der aus der Lipase 
enthaltenden L6sung an die Polyolefinpartikel adsorbiert wird, liegt im allgemeinen unter 2 
5 Gew.-%. Die Adsorption stellt somit gleichzeitig einen Reinigungsschritt der Lipase von 
den weiteren Proteinen und Enzymen der Lipase enthaltenden L6sung dar. 

! • j 

Die TeilchengrflBe und der HoUraumanteil der Polyolefinpartikel ist nicht kritisch. 
Bevorzugte Polyolefinpartikel weisen eine TeilchengroBe von 100 jam bis 2000 pm, 
10 besonders bevorzugte Polyolefinpartikel weisen eine Teilchengr56e von 200 nm bis 1000 
jjxn auf. Der Hohlraumanteil der Polyolefinpartikel betragt bevorzugt 40% bis 80%, 
besonders bevorzugt 60% bis 70%, ganz besonders bevorzugt 65%. Die Porengrofie der 
Polyolefinpartikel betrSgt vorzugsweise 0.01 \xm bis 1 pin, besonders bevorzugt 0.05 bis 
0.5 |im. 

15 

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung werden als Trager Polypropylentrager Accurel® 
der Finna Akzo mit den KorngroBen < 400 ^tn (Accurel 1004), 400 bis 1000 jim (Accurel 
1001) und > 1000 pm (in Form von Pellets) eingesetzt, bevorzugt werden Accurel 1004 
und Accurel 1001 eingesetzt. 

20 

Die optimale Dauer der Irnmobilisierung von Lipase auf Polyolefinpartikel hangt von der 
Lipase und der Art der Polyolefinpartikel ab und kann durch Routineversuche bestimmt 
werden. Im allgemeinen dauert die Irnmobilisierung 10 min bis 24 h, bevorzugt 4 bis 24 h, 
besonders bevorzugt 4 bis 6 h. 

25 

Im allgemeinen erfolgt die Irnmobilisierung bei einem pH-Wert zwischen 4.0 und 8.8, 
bevorzugt zwischen 4.5 und 7.8, besonders bevorzugt zwischen 4.5 und 6.0. 

Die Ionenstarke, die durch Leitfahigkeitsmessung bestimmt werden kann, soil im 
30 allgemeinen < 0.5 M, bevorzugt < 0.3 M betragen. 
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Die Immobilisierung der Lipase auf den Polyolefinpartikeln wird auch als Beladung der 
Polyolefinpartikel mit Lipase bezeichnet. Eine bevorzugte Beladung, bei der moglichst viel 
Lipase adsorbiert wird und moglichst wenig Lipase in der Losung verbleibt, ist von der Art 
des Polyolefins abhangig und kann iiber Routineversuche ennittelt werden. Im allgemeinen 
5 liegt die Menge an Lipase, die auf Polyolefinpartikeln immobilisiert wird, zwischen 0.1 
und 50 mg Lipase pro g Trager, bevorzugt zwischen 0.5 und 20 mg Lipase pro g Trager, 
besonders bevorzugt zwischen 2 und 6 mg Lipase pro g Trager. In einer ganz besonders 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung liegt sie bei 4.2 mg Lipase pro g Trager. 

10 Vorteilhafterweise wird die immobilisierte Lipase vor der Verwendung als Katalysator 
durch Waschen mit einem geeigneten Losungsmittel wie Wasser von nicht adsorbiertem 
Material gereinigt AnschlieBend wird sie gegebenenfalls an der Luft getrocknet. Die 
Restfeuchte betragt im allgemeinen weniger als 4%. 

15 Das beschriebene Verfahren zur Immobilisierung von Lipasen auf Polyolefinpartikel ist 
nicht nur mit Lipasen durchfiihrbar, die in durch Fermentation erhaltenen Losungen 
vorliegen, sondern generell mit Lipasen, die in waBriger oder organischen Losungsmitteln 
(beispielsweise in halogenierten oder nicht halogenierten aliphatischen und aromatischen 
Kohlenwasserstoffe) oder in waBriger PufferlSsung vorliegen. Das Verfahren kann auch 

20 mit vor der Immobilisierung aufgereinigten Lipasen durchgefiihrt werden, eine 
Aufreinigung ist jedoch nicht notig. Andere, dem Fachmann bekannte Verfahren zur 
Immobilisierung von Lipasen konnen ebenfalls angewendet werden. 

Die immobilisierte Lipase kann ebenso wie die freie Lipase als Katalysator zur 
25 Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen eingesetzt werden. Gegeniiber 
der freien Lipase zeichnet sich immobilisierte Lipase durch eine erhohte Stabilitat und 
Standzeit imter kontinuierlicher und diskontinuierlicher Reaktionsfuhrung sowie durch 
eine leichte Ruckgewinnung der katalytisch aktiven Spezies bei diskontinuierlichen 
Reaktionsansatzen aus. 

30 

Fur das erfindungsgemaBen Verfahren geeignete polykondensierbare organische 
Siliciumverbindimgen sind 
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- (RO)(R 1 0)(R 2 0)(R 3 0)Si, wobei R, R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander d- bis C I0 - 
Alkyl, C 3 - bis Cio-Cycloalkyl, C 4 - bis C 20 -Alkylcycloalkyl, Aryl, C 6 - bis C I6 -Alkylaryl 
bedeuten konnen und die Alkylgruppen linear oder verzweigt sein konnen. 

5 

- (RO)(R , 0)(R 2 0)SiR 3 , wobei R, R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander C r bis C 10 - 
Alkyl, C 3 - bis Cio-Cycloalkyl, C 4 - bis C 20 -Alkylcycloalkyl, Aryl, C 6 - bis Ci 6 -Alkylaryl 
bedeuten konnen und die Alkylgruppen linear oder verzweigt sein kSnneiL 

10 - (RO)(R 1 0)Si(R 2 )(R 3 ), wobei R, R ! , R 2 und R 3 unabhangig voneinander C r bis C 10 - 
AJkyl, C 3 - bis Cio-Cycloalkyl, C 4 - bis C 2(r Alkylcycloalkyl, Aryl, C 6 - bis C 16 -Alkylaryl 
bedeuten konnen und die Alkylgruppen linear oder verzweigt sein k6nnen. 

- (RO)SiR 1 R 2 R 3 , wobei R, R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander Ci- bis C 10 -Alkyl, C 3 - 
15 bis Cio-Cycloalkyl, C 4 - bis C 20 -Alkylcycloalkyl, Aryl, C 6 - bis Ci 6 -Alkylaryl bedeuten 

konnen und die Alkylgruppen linear oder verzweigt sein k6nnen. 

Bevorzugt ist der Einsatz von Tetraalkoxysilanen (RO) 4 Si und Trialkoxyarylsilanen 
(R 1 0) 3 SiR 2 mit R, R 1 = Me, Et, Pr, iPr, Bu und R 2 « Aryl. Die Umsetzung von Silanen mit 
20 Arylgruppen bietet den Vorteil, daB die Arylgruppen Licht im UV-Bereich absorbieren und 
daher solche Silane mit UV-Detektoren nachweisbar sind. 

Setzt man Tetraalkoxysilane und Trialkoxyalkylsilane zur Polykondensation ein, so 
konnen je nach Reaktionsfuhrung lineare, verzweigte und vernetzte Silikate mit Hydroxy-, 
25 Alkoxy-, Alkyi-, Cycloalkyl-, Alkylcycloalkyl-, Aryl- und Alkylarylresten an der 
Oberflache erhalten werden. 

Die Polykondensation von Dialkoxydialkylsilanen fuhrt zu Siliconen. 

30 Setzt man Dialkoxydialkylsilane und Alkoxytrialkylsilane bei der Polykondensation von 
Tetraalkoxysilanen ein, so konnen diese als Regler dienen und die Molmasse der 
entstehenden Oligo- und Polysilikate reduzieren. 
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Wird freie oder immobilisierte Lipase eingesetzt, so kann als L6sungsmittel Wasser oder 
eine PufferlQsung eingesetzt werden, in denen die Lipase gut loslich ist. Die 
Pufferlosungen lassen sich durch L6sen von Puffersubstanzen in Wasser herstellen. Als 
5 Puffersubstanzen kommen als sog. Good'schen Puffer bekannte organische 
Puffersubstanzen in Betracht Bevorzugt sind Puffersubstanzen, die Amino-Gruppen 
enthalten, besonders bevorzugt ist Trishyckoxymethylaminomethan (sog, TRIS-Puffer). 
Weitere geeignete Puffersubstanzen, di^in dem Bereich zwischen pH 6.5 und pH 7.4 
puffern, kflnnen den Standard-Nachschlagewerken entnommen werden. 

10 

Die Ionenstarke der eingesetzten Pufferlosungen liegt im allgemeinen zwischen 1 mM und 
100 mM, bevorzugt zwischen 5 mM und 50 mM, besonders bevorzugt zwischen 10 mM 
und 20 mM. Bei hoheren Ionenstarken als 100 mM kann eine unkontrollierte 
Polykondensation der organischen Siliciumverbindungen ausgelost werden. Beispielsweise 
15 konnen Phosphatpufferlosungen wie H2POr/HP04 2 "-Puffer, die im Bereich urn pH 7 
puffern, in einer Ionenstarke von iiber 100 mM mit den eingesetzten organischen 
Siliciumverbindungen reagieren. 

Da die organischen Siliciumverbindungen in Wasser oder verdiinnten waBrigen 
20 Pufferlosungen schlecht I8slich sind, ist eine gute Durchmischung der Reaktionslosung 
erforderlich. 

Wird immobilisierte Lipase eingesetzt, so konnen auch organische Losungsmittel wie 
h6here Alkohole mit bis zu acht C-Atomen, aliphatische und aromatische 

25 Kohlenwasserstoffe sowie Ether eingesetzt werden. Beispiele sind Methyl-tert-butylether, 
Cyclohexan und Cyclohexanol. Da die organischen Siliciumverbindungen in diesen 
Losungsmitteln besser loslich sind als in Wasser, verlauft die Reaktion im allgemeinen in 
organischen Losungsmitteln schneller als in waBriger L6sung. Die Ldsimg in organischen 
Losungsmitteln mufi noch eine Restmenge an Wasser enthalten, die mindestens aquimolar 

30 den im Reaktionsansatz vorhandenen Alkoxygruppen ist, um eine Hydrolyse der 
Alkoxygruppen und damit eine Polykondensation zu ennoglichen. 
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Die Polykondensation wird im allgemeinen bei einem pH-Wert zwischen 6 und 8 
durchgefiihrt, bevorzugt bei einem pH-Wert zwischen 6.5 und 7.4, besonders bevorzugt bei 
einem pH-Wert zwischen 6.8 und 7.2. 

5 Im allgemeinen ist die Reaktion bei Temperaturen zwischen 0 und 60°C durchfuhrbar, 
bevorzugt zwischen 10 und 40°C, besonders bevorzugt zwischen 20 und 30°C. 

Die Reaktion kann sowohl bei Normalctuck als auch erhohtem Druck von bis zu 2 bar 
durchgeftihrt werden, bevorzugt wird sie jedoch bei Normaldruck durchgefuhrt. 

10 

Die Reaktionsdauer betragt im allgemeinen 1 h bis 24 h. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Reaktionsdurchfiihrung durch Zugabe 
der organischen SUiciumverbindung zu der Lipase enthaltenden Losung unter Ruhren. In 
15 einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird die organische Siliciumverbindung 
vorgelegt und die Lipase enthaltends Losung unter Ruhren zugeben. Die Zugabe der 
Reaktanden kann sowohl kontinuierlich als auch diskontinuierlich erfolgen, bevorzugt 
erfolgt sie diskontinuierUch. 

20 Die organische Siliciumverbindung kann sowohl rein als auch in den oben genannten 
organischen L6sungsmitteln gelost zugegeben werden. 

Beim Einsatz von freier Lipase in Wasser und/oder Puffersubstanzen enthaltenden 
Ldsungen entsteht im allgemeinen beim Zusammengeben von Lipase enthaltender Losung 
25 und organischer Siliciumverbindung eine Emulsion. Wird immobilisierte Lipase 
eingesetzt, so entsteht eine Suspension. Das Produkt fallt meist in Form eines 
Niederschlages an. 

Die Menge an eingesetzter Lipase wird angegeben in Units [U] pro ml Losungsmittel. Die 
30 Aktivitat der Lipase in waBriger Losung bei 20 bis 23°C wird durch Umsetzung des 
Substrats Tributyrin (= Glyceryltris(butanoat)) bestimmt, welches durch die Lipase in 
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Glycerin und Buttersaure gespalten wird. Die Konzentration an Buttersaure lafit sich durch 
Titration mit NaOH (IN) bestimmen. Damit ergibt sich 

1 U = Umsatz an Substrat [|omol] - 

Zeit[mm\ 

5 Die Aktivitat der Lipase andert sich zwischen 15°C und 30°C nicht 8.3 mg Lipase weisen 
beispielsweise eine Aktivitat von 250000 Units auf. 

Das Mengenverhaltnis von freier Lipase, angegeben in Units pro ml H2O, zu organischer 
Siliciumverbindung, angegeben in mol, liegt im allgemeinen zwischen 200 bis 5000 Units 
10 pro ml H2O und 4 mmol organischer Siliciumverbindxmg und bevorzugt zwischen 400 bis 
2000 Units pro ml H 2 0 und 4 mmol organischer Siliciumverbindung. 

Das Mengenverhaltnis von immobilisierter Lipase, angegeben in Units, zu organischer 
Siliciumverbindung, angegeben in mol, liegt zwischen 100 bis 20 000 Units pro 4 mmol 
15 organischer Siliciumverbindung, bevorzugt zwischen 100 bis 10 000 Units pro 4 mmol 
organischer Siliciumverbindung, in z.B. 1 ml H2O als Losungsmittel, 

Die Aufarbeitung erfolgt beim Einsatz von freier Lipase im allgemeinen durch Abtrennung 
der organisch-waMgen Phase und gegebenenfalls der organischen Phase von dem Produkt 
20 enthaltenden Niederschlag, bevorzugt durch Zentrifugieren. AnschlieBend wird der 
Niederschlag gegen ein organisches Losungsmittel dialysiert. Als Losungsmittel kommen 
alle mit Wasser mischbaren Alkohole wie beispielsweise MeOH, EtOH, /PrOH und wPrOH 
in Betracht. Bevorzugt wird EtOH verwendet. 

25 Die Abtrennung des Reaktionsproduktes kann auch durch Molekularsiebchromatographie, 
sowie - bei genttgend hohen Molmassen - durch Zentrifugation, oder - bei genugend 
hydrophoben Reaktionsprodukten - durch Extraktion mit einem unpolaren Losungsmittel 
erfolgen. 

30 Die Lipase, die sich in der organisch-waflrigen Phase befindet, kann zurtickgewonnen 
werden, z.B. durch Ultrafiltration und Chromatographic. 
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Wird immobilisierte Lipase verwendet, so wachsen die Silicate auf dem Trager auf. Die 
Abtrennung des Reaktionsproduktes von der Losung, in der die Reaktion stattfand, kann 
durch Filtration erfolgen. 

5 

Die Bestimmung der Molmasse des Produkts erfolgt in der Regel durch 
Gelpermeationschromatographie. Die Mohnasse kann jedoch auch durch 
massenspektrometrische Methoden wie MALDI-MS (MALDI = matrix assisted laser 
desorption ionisation) oder ESI-MS (ESI = electronspray ionisation) bestinimt werden. 

10 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele naher erlSutert. 
Beispiele: 

15 

Beispiel 1: Fermentation der Lipase aus Burkholderia plantarii 

Von einer Vorkultur, enthaltend 1 g MgSO 4 -7H 2 0, 3,5 g KH 2 P0 4 , 3,5 g K 2 HP0 4 , 5,0 g 
(NH4)H 2 P0 4 , 0,02 g CaCl 2 -2H 2 0 und 10 g Hefe-Extrakt (Firma Difco) pro 1 1 Wasser, 
20 wurden jeweils 200 ml in einem 1 1 Schuttelkolben mit 2 Bodenschikanen fur 30 min bei 
121 °C sterilisiert und mit tiblichen Zusatzstoffen (Spurenelementen) versetzt. 

Der Inhalt von zwei dieser Schftttelkolben, also 400 ml, wurde mit einer Ampulle 
Burkholderia plantarii 9 Stunden bei 30°C inkubiert, und so eine Vorkultur erhalten. 

25 

Ein Medium enthaltend 1 10 g Hefe-Extract (Difco), 38,5 g K 2 HP0 4 , 38,5 g KH 2 P0 4> 55 g 
(NH 4 )H 2 P0 4 , 1 1 g MgSO 4 -7H 2 0, 0,22 g CaCl 2 -2H 2 0, das auf 1 1 1 mit vollentsaltztem 

Wasser aufgefullt wurde, wurde 30 min bei 121 °C sterilisiert und mit iiblichen 
30 Zusatzstoffen (Spurenelementen) versetzt. Dieses Medium wurde anschlieBend in einen 14 
1 Fermenter gegeben. 
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Die Fermentation wurde bei 30°C, einem pH-Wert von 6,5 und einer Drehzahl von 1000 
Umdrehungen pro Minute bei einer Begasung von 11 1 0 2 pro min drei Tage lang 
durchgefiihrt. Wahrend der Fermentation wurde kontinuierlich Sojaol zugegeben. Die 
Zugabegeschwindigkeit wurde gemaB Formel I berechnet. Eine halbe Stunde nach Beginn 
5 der Reaktion wurde die Vorkultur zugegeben. 

S-V*SF*(e (STM) -l)/t n (Fonnell) 

i — ■ 

S = Dosiermenge [g/h], 
10 V = Fermentationsvolumen [1], 
SF = 110[g/lh], 
ST -0,01 [1/h], 
t = Zeit seit Start [h] 

15 Die Lipase wurde von dem Organismus in das umgebende Medium sezerniert. Nach Ende 
der Fermentation und AbkOhlen auf 15 °C wurde die Losung abgelassen. Die Lipase- 
Aktivitat betrug 8900 U/ml, durch Zentrifugation konnte dieser Wert auf 10500 U/ml 
erhoht werden. 

20 

Beispiel 2: Immobilisierung 

Die durch die oben beschriebene Fermentation erhaltene Fermenterlosung wurde bei 5000 
bis 6000 Umdrehungen pro Minute in der swing-out Zentrifiige RC-3B in 1 1-GefaBen 
25 abzentrifugiert, urn die Zellen abzutrennen. Die Konzentration an Lipase betrug nun ca. 
10 000 Units pro ml. 25 ml dieser Fermenterlosung wurden mit 75 ml Wasser verdiinnt 
und mit 1 g Accurel 1001 inkubiert Die Endkonzentration an Lipase betrug 250000 Units 
pro g Accurel 1001. Es wurden 8,3 mg Lipase auf 1 g Accurel immobilisiert. Dasselbe 
Ergebnis wurde mit Accurel 1004 erzielt. 
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Beispiel 3: Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen in Gegenwart 
von freier Lipase 

Zu 25 ml Wasser enthaltend 50 000 Units fireie Lipase aus Burkholderia plantarii (waBrige 
5 Phase) wurden bei Raumtemperatur und Normaldruck 25 ml Phenyltriethoxysilan, 
Ph(EtO>3Si, (organische Phase) gegeben und unter starkem Rfihren vermischt, wobei eine 
Emulsion entstand, und sich Silikat in Form eines weifien Niederschlages in der 
organischen Phase bildete. Nach 24 h wurden die beiden Phasen durch Zentrifugation 
getrennt. Die flberstehende Li5sung der organischen Phase wurde abgetrennt, und der 

10 zuriickbleibende weifie Niederschlag ilber Nacht gegen 2 1 Ethanol dialysiert Das 
AusschluBvolumen der Dialysemembran betrug 10000 Da. Nach 24 h wurde die Probe 
dem Dialysesack entnommen und durch Zentrifugation ein unloslicher Niederschlag 
abgetrennt. Der Niederschlag wurde durch GPC analysiert. Als Eichsubstanz wurde 
Polystyrol verwendet. Die Molmasse der Polymeren des entstandenen Polykondensations- 

15 gemisches lag zwischen 800 und 2400 Da. Demnach wurden Polymere hergestellt, die aus 
4 bis 40 Einheiten aufgebaut sind. 

Figur 1 zeigt die Molmassenverteilung des Polykondensationsproduktes aus Beispiel 3. 

20 

Beispiel 4: Bestimmung der Molmasse fiber Gelpermeationschromatographie 

20 nL einer Losung mit 22 mg/ml (Gesamtprobe aus Beispiel 3) wurden entnommen und 
tiber Sartorius Minisart SRP 25 (0,2 \xm) filtriert. Zur GPC wurde eine S 628-Saule 

25 eingesetzt mit einern Sauleninnendurchmesser von 4,6 mm und einer Lange von 25 cm. 
Als Trennmaterial wurde PL gel Mixed B [5 nm] eingesetzt. Die Trennung erfolgte bei 
einer Saulen-Temperatur von 30°C mit THF als Elutionsmittei und einer DurchfluB- 
geschwindigkeit von 0,3 mL/min. Bei dieser DurchfluBgeschwindigkeit hatte die Saule 
eine Bodenzahl von 7000. Die AusschluBgrenze fur Polystyrol lag bei ca. 10 7 . Als 

30 Detektoren wurden ein UV-Photometer HP 1100 VWD bei 254 nm sowie ein 
Verdampfungs-Lichtstreudetektor ELS- 1000 eingesetzt. 
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Die Kalibrierung erfolgte mit eng verteilten Polystyrol-Standards der Firma Polymer 
Laboratories mit Molmassen von 580 bis 7,5-10 6 , sowie Hexylbenzol (Molmasse von 162). 
Ausserhalb dieses Intervalls liegende Elutionsbereiche wurden durch Extrapolation 
geschatzt Die Ergebnisse sind Figur 1 zu entnehmen. 

5 

Beispiel 5: Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen in Gegenwart 
von immobilisierter Lipase ' - 

10 Zu auf Accurel 1001 immobilisierter Lipase in waBriger Losung wurde Tetrabutoxysilan 
gegeben und 3 Wochen bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es bildeten sich kristalline 
Aufwachsungen auf dem Trager, und zwar an den Stellen, die mit Lipase belegt waren. In 
den Figuren 2 und 3 sind deutlich die kristallinen Aufwachsungen auf dem Trager zu 
erkennen. 

15 
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Patentanspriiche 



1 . Verfahren zur Polykondensation von organischen Siliciumverbindungen in Liteung 
bei pH-Werten zwischen 6 uhd 8 in Gegenwart eines Enzyms, dadurch 
gekennzeichnet, daB das En2ym eine Lipase ist. 

10 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Lipase auf einem 
TrMger immobilisiert ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung 
15 Wasser und/oder eine Puffersubstanz enthalt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung ein 
organisches Losungsmittel enthalt. 

20 5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragennaterial 
Polypropylen, Polystyrol und/oder Polyurethanschaumstoff enthalt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Lipase aus Pseudomonas-Arten eingesetzt wird. 

25 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 3 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das entstandene 
Polykondensationsprodukt von der Lipase abgetrennt und durch Dialyse gereinigt 
wird. 
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8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
organische Siliciumverbindung ausgewShlt ist ans der Gruppe aus 
-(RO)(R i O)(R 2 0)(R 3 0)Si, 
-(RO)(R 1 0)(R 2 0)SiR 3 , 
5 - (RO)(R , 0)Si(R 2 )(R 3 ) und 

-(ROJSiR^R 3 , 

mit R, R 1 , R 2 imd R 3 , die unabMngig voneinander Cj- bis Cio-Alkyl, C3- bis C10- 
Cycloalkyl, C 4 - bis C 2 o-Alkylcycl6alkyl, Aryl, C 6 - bis Ci 6 -Alkylaryl sind, wobei die 
Alkylgruppen linear oder verzweigt sind. 
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